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　　摘要：为探讨江苏省徐州市采煤塌陷区土壤微生物群落多样性及优势种群在复垦前后的变化，利用４５４焦磷酸测
序法，对比分析采煤塌陷地、复垦地以及非塌陷对照地这３个样地的细菌多样性及群落结构。结果表明，变形菌、放线
菌、浮霉菌、酸杆菌、绿弯菌、拟杆菌、厚壁菌和芽单胞菌为细菌的主要类群，但其在３个处理区的分布各不相同，即芽
单胞菌和硝化螺旋菌在复垦区中分布最广，酸杆菌、放线菌、拟杆菌在对照区中最多，变形菌在塌陷区中分布最广。复

垦地土壤的细菌群落多样性水平最高，对照地次之，塌陷地最低。细菌群落多样性指数与土壤有机质、全氮、速效钾的

含量呈正相关关系，与土壤盐分呈负相关关系。开采沉陷导致土壤肥力退化和土壤盐渍化现象加重，抑制微生物的繁

殖与生长。复垦与植被修复能够改善土壤理化特征，恢复微生物群落结构功能与多样性。
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　　采煤会扰动人类活动等，不可避免地会改变土壤生态系
统，破坏微生物群落生态功能稳定性。矿区土壤复垦及生态

重建已成为全球土壤环境研究领域中的重要课题［１］。土壤

微生物群落能敏锐地反映出生态环境的功能演变以及环境胁

迫等影响，是衡量矿区土壤生态功能和监测矿区环境变化的

有效指示器［２－３］。近年来，我国关于矿区生态恢复的研究取

得了丰硕的成果，但主要集中于复垦土壤的物理特性、化学特

征和重金属污染等方面［４－６］。有关复垦土壤的微生物群落特

征的研究较少，特别是从分子水平对矿区土壤微生物群落结

构及多样性的报道较为少见。本研究采用定量 ＰＣＲ和 ４５４

焦磷酸测序法［７］，通过比较复垦地、塌陷地及对照地的土壤

细菌多样性及群落结构等特征，探讨复垦以及植被恢复对土

壤微生物群落的影响。一方面为４５４焦磷酸测序技术的应用
提供试验方法和经验借鉴，另一方面将认识矿区土壤微生物

特性的高度提升到了分子水平，为土壤生态学研究提供了新

视角，同时也为矿区生态恢复提供了信息和参考。

１　材料与方法

１．１　土壤样品采集与预处理
试验区设在江苏省徐州市柳新国家复垦示范项目区内，

共包括复垦地、塌陷地和对照地３个不同处理的采样区，取
具代表性的泥浆泵复垦地以及塌陷未复垦地作为土样采集对

象，并以未受影响的正常农田为对照。复垦区的土壤经泥浆

泵复垦后，进行“豆科牧草 ＋禾本科牧草”混播配植，植被包
括紫花苜蓿、三叶草以及黑麦草。复垦区与对照区具有相同
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的种植制度和施肥管理水平。在３个处理区内按照“Ｓ”形分
别选取５个样点（重复３次采样），每个样点采集０～２０ｃｍ深
度的土样，０～２０ｃｍ土层四边各取１／４土样，混合构成１个样
（按同一处理进行归类）。各样区采回的土样风干过筛后充

分混合，过２ｍｍ筛后分装，保存于４、－８０℃冰箱中，分别用
于理化指标测定和ＤＮＡ提取。
１．２　土壤基本性质测定

按照文献［８］测定土壤的基本性质，其中有机质含量的
测定采用重铬酸钾容量法（外加热法）；ｐＨ值的测定采用电
导法（水土比２．５∶１）；全氮含量的测定采用半微量开氏法；
全磷含量的测定采用 ＮａＯＨ熔融 －钼锑抗比色法；速效钾含
量的测定采用１．０ｍｏｌ／ＬＮＨ４Ａｃ浸提 －火焰光度法；土壤盐
分含量使用托普生产的ＴＺＳ－ＥＣ－Ｉ电导仪测定。土壤基本
理化性质主要参数见表１。

表１　不同处理区的土壤理化性质

处理 ｐＨ值 土壤盐分含量

（ｇ／ｋｇ）
有机质含量

（ｇ／ｋｇ）
全磷含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）

复垦地 ８．０９±０．０６ １．３７±０．１２ １．８２±０．４２ ０．８３±０．１９ １．４５±０．２２ １１４．５４±４．２１
塌陷地 ８．６１±０．０８ １．８６±０．１６ １．１１±０．１８ ０．９０±０．１７ ０．７５±０．３４ １００．７４±６．７１
对照地 ７．５５±０．０２ ０．８９±０．１７ １．９７±０．２４ ０．９７±０．１１ １．４８±０．３２ １１６．６１±６．２１

　　注：ｎ＝３。

１．３　土样ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增与测序
称１ｇ土壤，使用Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ． ＳｏｉｌＤＮＡ试剂盒抽提基因

组 ＤＮＡ；提取ＤＮＡ浓度采用 ＮａｎｏＤｒｏｐ?ＮＤ－２０００微量分光
光度仪定量并检测纯度，利用 １％琼脂糖凝胶电泳检测 ＤＮＡ
完整性。

细菌１６ＳｒＲＮＡ基因融合引物为 ２７Ｆ（５′－ＡＧＡＧＴＴＴ
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′）和５３３Ｒ（５′－ＴＴＡＣＣＧＣＧＧＣＴＧＣＴ
ＧＧＣＡＣ－３′），由上海美吉生物医药科技有限公司合成。定
量 ＰＣＲ反应体系（２０μＬ）包括５倍快速高保真缓冲液４μＬ，
２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２μＬ，快速高保真 ＤＮＡ聚合酶 ０．４μＬ，
５μｍｏｌ／Ｌ引物２７Ｆ、５３３Ｒ各０．４μＬ，细菌总 ＤＮＡ模板１０ｎｇ，
不足的补ｄｄＨ２Ｏ至２０μＬ。ＰＣＲ反应在 ＡＢＩＧｅｎｅＡｍｐ９７００
内进行，扩增程序为：９５℃ 预变性 ２ｍｉｎ；９５℃变性 ３０ｓ，
５５℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，２５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。
３个处理区的样品各重复扩增３次，将多次扩增的产物混合
均匀，以消除单次扩增的偏向性。用２％琼脂糖凝胶电泳检
测ＰＣＲ产物的丰度及其特异性，使用爱思进公司的 ＡｘｙＰｒｅｐ
ＤＮＡ凝胶回收试剂盒切胶回收 ＰＣＲ产物，Ｔｒｉｓ＿ＨＣＬ洗脱。
参照电泳初步定量结果，借助ＱｕａｎｔｉＦｌｕｏｒＴＭ －ＳＴ荧光定量，用
ＰｉｃｏＧｒｅｅｎ ｄｓＤＮＡ定量试剂盒进行检测；再按照每个样品
的测序量要求进行相应比例的混合，进行后续的 ４５４焦磷酸
测序。４５４焦磷酸测序选用 Ｒｏｃｈｅ指定的试剂 ＧＳＦＬＸ＋＿
ＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇＭｅｔｈｏｄＭａｎｕａｌ＿ＸＬＲ７０ｋｉｔ，在罗氏４５４高通量测序
平台（ＧＳＦＬＸＴｉｔａｎｉｕｍｐｌａｔｆｏｒｍ）上进行，由上海美吉生物医
药科技有限公司完成。

１．４　数据处理与分析
本研究的数据处理与分析采用软件 ＳＰＳＳ１９．０和 Ｅｘｃｅｌ

２０１０完成。

２　结果与分析

２．１　１６ＳｒＲＮＡ基因序列测序结果及细菌群落总体分布特征
４５４焦磷酸高通量测序共得到 ３１４６９条有效序列、

２６７１７条优化序列。复垦地、塌陷地与对照地分别得到优化
序列１０１０３、１０４５０、６１６４条，平均长度为４７４ｂｐ。如图１所
示，土壤细菌主要由变形菌 （３５．００％）、放线菌 （１１．５０％）、
浮霉菌 （７．２４％）、酸杆菌（６．４５％）、绿弯菌 （６．０２％）、拟杆
菌 （４６４％）、芽单胞菌 （３．７９％）、厚壁菌（２．４５％）和硝化

螺旋菌（２．４２％）组成。这些菌群在３个处理区的所有样品
中均有分布，与已有研究结果［９－１１］一致。其中，变形菌门占

绝对优势，且在塌陷地中的比例最高（４８．２３％）。同样，Ｔａｉｔ
等在对美国马萨诸塞州礁湖土壤细菌的研究中发现，７２％ 的
细菌属于变形菌门［９］；Ｋｏｌｔｏｎ等在对不同土壤系统的研究中
也揭示了变形菌门为最具优势的土壤细菌类群［１０］。这说明

变形菌门在维持土壤生态系统功能中扮演着重要的角色，其

在土壤中的广泛分布占据了微生物群落组成的主要部分。变

形菌门主要以４种变形菌亚群γ－变形菌、α－变形菌、β－变
形菌、δ－变形菌纲为主，其中γ－变形菌占绝对主导地位，为
不同环境矿区土壤的广适类群。与本研究结果不同的是，

Ｒｏｅｓｃｈ等通过对土壤细菌样品的测序分析得出，在变形菌门
中最具优势的变形菌亚门为β－变形菌［１１］。

２．２　土壤细菌群落的多样性
在不同的相似水平下［９７％（０．０３）、９５％（０．０５）、９０％

（０．１０）］［１１］，通过多样性指数的非参数分析对比不同处理土
壤的物种丰度与多度，结果如表２所示。如表２所示，细菌多
样性水平在不同处理区从大到小依次为复垦地＞对照地＞塌
陷地。复垦地的土壤微生物群落ＤＮＡ序列的丰富度、均匀度
和多样性指数最高，对照地次之，而未复垦裸地的物种多样性

指数明显最低。

２．３　土壤理化性质与细菌多样性的相关分析
如表３所示，塌陷地土壤的有机质、全氮、全磷、速效钾含

量均低于对照地，说明开采沉陷造成塌陷区土壤肥力下降，造

成其有机质以及氮、磷等土壤养分元素的流失。与塌陷区土
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表２　不同处理区的细菌群落多样性指数

相似水平

（％） 处理 分类单元

Ｃｈａｏ１
菌群丰

度指数

ＡＣＥ菌
群丰度

指数

香浓多

样性

指数

辛普森

多样性指数

９７ 复垦地 ２９９７ ５５３４ ７９９２ ７．１６ ０．００２８
塌陷地 １４３３ ２５８５ ３６４３ ５．７４ ０．０１１９
对照地 ２２０６ ３７０７ ４７６６ ７．１７ ０．００２１

９５ 复垦地 ２３４３ ３９５０ ５１４７ ６．８０ ０．００３７
塌陷地 １１００ １８０７ ２３３４ ５．５１ ０．０１２９
对照地 １７３５ ２６６３ ２７４４ ６．８２ ０．００２０

９０ 复垦地 １４０３ ２１１３ ２５０８ ６．０３ ０．００７５
塌陷地 ７２４ １１４６ １３０１ ５．０８ ０．０１５７
对照地 １０１０ １４２７ １４２２ ６．０２ ０．００５４

壤相比，复垦土壤的有机质、全氮、有效钾含量明显增加，且与

对照区土壤的含量相近。说明复垦对增加土壤养分含量、恢

复土壤肥力具有促进作用。

相关性分析结果（表３）表明，土壤细菌群落多样性指数

与全氮、有机质含量均呈极显著正相关（Ｐ＜０．０１），与全磷、
速效钾含量显著正相关（Ｐ＜０．０５），与土壤盐分含量显著负
相关（Ｐ＜０．０５）。土壤全氮、全磷、有机质以及盐分均是制约
微生物群落丰富度的主要因素，未处理区土壤养分和土壤盐

分的差异直接影响微生物群落的多样性。

　　对于塌陷区而言，长期地面沉降导致土壤侵蚀以及土壤
养分严重流失［１２－１３］。塌陷土壤中的细菌物种多样性指数相

对较低（表２），究其原因可能是：一方面，煤炭开采沉陷使得
土壤的理化性质发生变化，造成土壤肥力退化，影响有机质和

矿物质的分解、淋溶和沉积，抑制微生物的生长与繁殖［１２－１４］；

另一方面，土壤盐渍化现象对微生物起抑制作用。柳新采煤

塌陷地属于高潜水位平原区采煤塌陷地，许多地区沉陷时间

长达２０余年，土地次生盐渍化趋势加重［１４－１５］。盐渍化使得

土壤养分含量大大降低，削弱了微生物的新陈代谢速度，从而

抑制土壤活性，导致微生物多样性、均匀性指数下降［１４］。

表３　土壤细菌多样性与土壤性质的相关分析

细菌群落多样性指数
相关系数

ｐＨ值 土壤盐分含量 有机质含量 全磷含量 全氮含量 速效钾含量

操作分类单元 －０．３１２ －０．７３６ ０．８０１ ０．６６９ ０．６９９ ０．６８３
Ｃｈａｏ１菌群丰度指数 －０．２６７ －０．６９３ ０．８５６ ０．６８６ ０．７９３ ０．６８１

ＡＣＥ菌群丰度指数 －０．３１７ －０．７１９ ０．８０９ ０．６７１ ０．７９４ ０．７１５

香浓多样性指数 －０．２４１ －０．６５１ ０．８７１ ０．６８５ ０．７９１ ０．６９２

　　注：、分别代表差异达到极显著（Ｐ＜０．０１）、显著（Ｐ＜０．０５）水平。

　　与塌陷未复垦地相比，复垦土壤的细菌群落丰富度和均
匀度指数均大幅度提高，群落多样性较复垦前有很大改善。

因此，复垦土壤较高的细菌多样性水平与植被对土壤肥力改

良的积极作用有较大关系。复垦土壤经“禾木科 ＋豆科”牧
草混合种植后，土壤微生物群落多样性水平已经达到并且超

过了对照地，说明这种混播模式能促进土壤微生物繁殖与生

长，丰富微生物类群。

豆科植物有较强的固氮作用，能够增加土壤有机质含量；

植株生长旺盛，植物残落物和根系分泌物多，为微生物提供丰

富的活动基质，促进微生物数量的增加。黑麦草具有发达的

根系，能为微生物提供生长所需的矿质元素，可以大大增加根

际微生物的数量，促进种群的多样化。禾木科与豆科绿肥作

物混播，高（直）矮（匍匐）型绿肥配合种植，可充分发挥种间

的互补互利作用，协调养分供应，同时提高抵御暴雨、低温冻

害、杂草等不良因子侵袭的能力，减少水土流失，实现土壤生

态环境的快速恢复。同时，紫花苜蓿、三叶草作为耐盐、抗盐

植物，是进行盐碱地改良的优良牧草品种。耐盐植物的种植，

有利于土壤团粒结构的形成，改善土壤理化性质，创造出更适

合微生物生长的健康环境［１６］。“禾木科 ＋豆科”混播种植模
式对矿区土壤微生物群落多样性的恢复具有较大的生态

效应。

２．４　土壤细菌群落结构比较分析
由图１可知，在细菌门分类水平上，变形菌门在塌陷区中

的菌群优势最高；芽单胞菌和硝化螺旋菌在复垦土壤中的相

对多度最高；酸杆菌、放线菌、拟杆菌及绿弯菌在对照土壤中

所占比例最高。细菌种群分布的差异更突出地表现在细菌

属、科一级的分类水平上，结果如图２所示，塌陷区土壤细菌

属主要隶属于腈基降解菌、ＳＭ１Ａ０２、浮霉菌、侏囊菌和溶杆
菌；而复垦区土壤细菌属主要隶属于硝化螺菌、地杆菌

Ｃｈｌｏｒａｃｉｄｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ、厌氧绳菌和芽单胞菌。地杆菌仅存在于
复垦土壤中，而腈基降解菌仅存在于塌陷土壤中。复垦区土

壤中所含的优势菌群种类最多，塌陷区次之，对照区最少。土

壤环境的改变影响了土壤微生物群落稳定性，特别是受到沉

陷破坏的贫瘠土地，已经不是部分微生物适宜生长和繁殖的

基地。随着土壤生态环境的变化，土壤细菌群落中的一些物

种将逐渐被某些更适应在新环境中生长的物种替代。

　　在不同的分类水平上，大多数优势细菌在复垦土壤中表
现出较高的丰富度，细菌类群在分布上也表现出对复垦土壤

的偏好性。这说明牧草根际土壤碳源充足对微生物生长繁殖

的有效性，体现出微生物特定种群利用碳源的选择差异性。

例如，屈挠杆菌属、玫瑰弯菌属以及侏囊菌仅存在于复垦土壤

与对照土壤中，说明一些特殊物种受到塌陷影响后会减少甚

至消失，但经过植被修复等措施后，微生物群落得到恢复，改

变了细菌群落结构。对于复垦区而言，混播黑麦草、三叶草和

紫花苜蓿对土壤的生态系统有很大的修复作用，不仅改善了

微生物群落结构和功能，而且促进了矿区盐土性质的有效改

善和盐碱地的有效改良［１７］。

采煤沉陷易造成土壤盐渍化，随着土壤盐碱化程度的加

重，微生物群落利用碳源的能力及微生物多样性指数、均匀性

指数都逐渐降低，因此微生物群落内部结构的转变与盐渍化

现象密切相关。盐渍化导致土壤呼吸和微生物生物量的降

低，并且阻碍养分相关元素的分解和矿化过程，长期处于高盐

浓度环境下的微生物群落由于需要很高的新陈代谢能量，其

利用基质的效率变低，许多非嗜盐微生物不能生存。在这一
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背景下，部分嗜盐微生物以及耐盐物种能够很好地繁殖，如放

线菌门、变形菌门被认为是嗜盐微生物，在塌陷地中的分布较

广泛。溶杆菌与浮霉菌属在塌陷土壤中的数量较多，说明这

些菌种对土壤盐渍化的适应性相对要好一些。

３　结论与讨论

本研究将４５４焦磷酸测序方法应用到矿区复垦研究中，
对矿区土壤的细菌多样性进行分析。与常规的分子生态学方

法（如克隆文库）以及传统的 Ｓａｎｇｅｒ测序法相比，４５４焦磷酸
测序法在分析通量和信息量上都具有明显的优势。本试验经

测序得到３１４６９条有效序列，远远超过了之前相关报道中运
用传统测序方法得到的序列数；同时，本试验中平均８５．７％
的样品文库覆盖率提高了物种检测的深度，说明细菌多样性

信息能够反映出土壤细菌群落结构的真实状况，证明４５４焦
磷酸测序技术在鉴定微生物群落方面具有不可替代的优势。

４５４焦磷酸测序的应用为矿区土壤微生物群落的研究提供了
新的视野和高度。

矿区复垦实践对土壤细菌群落多样性以及种群分布特征

产生了深刻影响。土壤细菌群落多样性水平在不同处理区从

高到低依次表现为复垦区＞对照区＞塌陷区。这说明经过长
期的复垦实践及混播豆科与禾木科植物能大大改善塌陷土壤

的微生态环境，土壤微生物多样性指数显著提高，微生物群落

的结构和功能得到恢复。“豆科 ＋禾本科”混播模式是一种
快速、有效的土壤修复途径。选择耐盐碱的苜蓿、三叶草等品

种进行盐碱地改良，是合理开发利用盐渍化土地资源的切实

可行之路。

在土壤生态系统中，土壤微生物与土壤养分之间相互依

存、相互影响。土壤多样性指数与有机质、全氮、全磷、速效钾

的含量呈显著或极显著正相关，而与盐分含量、ｐＨ值之间呈
负相关关系。其中，土壤养分以及土壤盐分是影响土壤微生

物群落特征的关键因素。土壤微生物群落的演变是长期且动

态的，在今后的研究中应在相同的复垦样地上进行长期定位

检测，分析不同复垦年限土壤微生物群落特征的变化规律，更

完整地反映出土壤微生物变化的本质。
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［１２］臧荫桐，汪　季，丁国栋，等．采煤沉陷后风沙土理化性质变化
及其评价研究［Ｊ］．土壤学报，２０１０，４７（２）：２６２－２６９．
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改良研究［Ｊ］．农业环境科学学报，２０１２，３１（１２）：２４３３－２４４０．

［１７］徐华勤，肖润林，邹冬生，等．长期施肥对茶园土壤微生物群落
功能多样性的影响［Ｊ］．生态学报，２００７，２７（８）：３３５５－３３６１．

—５１３—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第９期


